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な標的二重鎖 DNA を切断する。切断された DNA が非相同末端結合で修復される際に高頻
度で塩基の挿入や欠失がおこり、結果的に標的遺伝子の機能が破壊される（遠藤 2016）。
イネでは CRISPR/Cas9 をもちいて効率的に遺伝子破壊を誘導するベクターが開発されて













 遺伝子破壊にもちいた 20bp の標的配列は、オンラインソフト CRIPR-P 2.0 によって決






 イネの形質転換は増本と宮尾（2009）の方法でおこなった。まず、殺菌した‘台中 65 号’
の玄米をカルス誘導培地（N6D寒天培地）に１プレート 10粒（計 200粒）置床して 30℃
の暗所で培養した。約 3週間後、胚盤から脱分化したカルスのうち、直径 2~3mmの淡黄色
で固いものを選び、新しい N6D プレートに移して 3 日間培養した。AB 培地で 3 日間前培
養したアグロバクテリウムを AAM培地（アセトシリンゴンの終濃度 10mg/L）に懸濁した。








的配列を含む DNA領域を PCR法により増幅し、増幅した DNA断片を pMD20ベクターに





 標的配列に選んだ 20 塩基がベクターに挿入されていることは塩基配列の解読あるいは
PCR法によって確認した。 
［イネの形質転換］ 
 イネ台中 65号の種子約 200粒（100×2遺伝子）から誘導したカルス約 400個（200個×2
遺伝子）にアグロバクテリウム法で遺伝子を導入し、薬剤選抜したのち再分化させた。遺
伝子 1では 14系統、遺伝子 2では 8系統の再分化個体が得られた。 
 
      







物体の成長が早かった表 1と表 2の植物について、葉から抽出した DNAの遺伝子型を解析
した。遺伝子 1では、#1と#8-2の 2系統は、調べた遺伝子すべてが正常型であったため、
Cas9による二重鎖切断の後に正常な修復が行われたと判断した。#2、#7-1、#7-2、#8-1、
#9、#10の 6系統は A、Tまたは Gの 1塩基挿入がおこっていた。#11は正常に修復され
た遺伝子と、A が１塩基挿入された遺伝子の 2 種類が検出された。一方、遺伝子 2 では、
#1は、すべてで Tの１塩基挿入が見られた。#2では、Tの 1塩基と AATの 3塩基が欠失





表 1. 遺伝子 1の塩基配列の変異       表 2. 遺伝子 2の塩基配列の変異 





















な遺伝子 2の遺伝子破壊系統では、1塩基挿入では 17アミノ酸残基、1塩基欠失では 23ア
ミノ酸残基からなる非常に短いタンパク質しか合成できないことが明らかになった。また、
3塩基または 18塩基欠失した遺伝子では、アミノ酸が 1つまたは 6つ失われることになる
が、これらは正常なタンパク質として機能する可能性がある。さらに、38 塩基を欠失した
遺伝子については、1塩基が増減した変異と同様にフレームシフトが予想されるため、正常
なタンパク質は合成できないと考えられる。以上のことから、遺伝子 1 および遺伝子 2 に
ついて、ゲノム編集技術をもちいてタンパク質の機能損失をともなう遺伝子破壊を誘導す
ることに成功した。今後は、残りの系統について遺伝子解析を継続すると共に、本実験で
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